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RESUMO. A organizacdo estrutural e a distribuicdo de proteoglicanos da matriz extracelular da
cartilagem articular de galinhas jovens adultas foram analisadas, utilizando amostras das superficies
lateral e medial do tarsometatarso. Para analise estrutural, os cortes foram corados com Azul de
Alcian e Xylidine-ponceau e analisados por microscopia de campo claro e luz polarizada. Para
analise bioquimica, os componentes da matriz extracelular foram extraidos com cloridrato de
guanidina 4M, dosados, fracionados por cromatografia de gel filtracdo e trova idnica e analisados por
eletroforese em suporte de agarose, agarose-poliacrilamida e poliacrilamida. A andlise estrutural
mostrou que as fibrilas de colageno estavam dispostas transversalmentte na periferia das duas
regides. A area central da regido lateral apresentou reatividade mais intensa para Azul de Alcian. O
conteudo de acido urdnico da regido lateral foi maior que a medial. A anéalise de glicosaminoglicanos
em géis de agarose revelou a presenca apenas de condroitim-sulfato. Este ndo apresentou diferencas
em relagdo ao tamanho de cadeia. A analise dos grandes proteoglicanos revelou moléculas maiores
na regido medial. As bandas eletroforéticas correspondentes a Mr de 230, 220, 180 e 59 kDa
apresentaram reatividade para Fibormodulim nas duas regides. A banda eletroforética
correspondente a 75kDa apresentou reatividade para Decorim nas duas regides. As alteracOes
observadas quanto a metacromasia tecidual e distribuicdo de proteoglicanos entre as regides da
cartilagem do tarsometatarso podem estar relacionadas a diferencas quanto a distribuicdo de forcas
mecanicas sobre a superficie articular.

Palavras-chave: Tecido conjuntivo; glicosaminoglicanos; variacdo anatomica.

ABSTRACT. The structural organization and distribution of proteoglycans in the extracellular
matrix of the articular cartilage of young adult chickens were analyzed using samples from the lateral
and medial surfaces of the tarsometatarsus. For structural analysis, the sections were stained with
Alcian Blue and Xylidine-ponceau and analyzed by bright field and polarized light microscopies. For
biochemical analysis, the components of the extracellular matrix were extracted with 4M guanidine
hydrochloride, dosage, fractionated by gel filtration and ionic Exchange chromatographies and
analyzed by electrophoresis on agarose, agarose-polyacrylamide and polyacrylamide supports. The
structural analysis showed that the collagen fibrils were arranged transversally on the periphery of
the two regions. The central area of the lateral region showed more intense reactivity to Alcian Blue.
The uronic acid content of the lateral region was higher than the medial region. Analysis of
glycosaminoglycans in agarose gels revealed the presence of only chondroitin sulfate. This showed
no differences in relation to chain size. Analysis of large proteoglycans revealed larger molecules in
the medial region. The electrophoretic bands corresponding to Mr of 230, 220, 180 and 59 kDa
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showed reactivity for Fibormodulim in both regions. The electrophoretic band corresponding to
75kDa showed reactivity for Decorim in both regions. The changes observed regarding tissue
metachromasia and distribution of proteoglycans between the regions of the tarsometatarsal cartilage
may be related to differences in the distribution of mechanical forces on the articular surface.

Keywords: Connective tissue; glycosaminoglycans; anatomical variation.

INTRODUCAO

A cartilagem articular (CA) recobre as epifises 6sseas nas junturas sinoviais. Ela contribui
para a reducdo expressiva do atrito na superficie articular, bem como é capaz de suportar as forcas
compressivas empreendidas durante o movimento. A matriz extracelular (MEC) do tecido
cartilaginoso é constituida por proteoglicanos (PGs) de alto peso molecular (LPG) mergulhados
dentro de uma rede fibrilar de colageno do tipo Il. Embora o LPG (aggrecam) seja a forma
predominante em termos de massa, a MEC também apresenta cerca de 1% em massa dos pequenos
PGs. Essas moléculas incluem dois dermatam-sulfato (DS-PG) - Biglicam (BG) e Decorim (DC) - e
um queratam-sulfato (KS-PG), Fibromodulin (FM) (ULRICH-VINTHER et. al., 2003).

A sintese do aggrecam e do coladgeno do tipo Il pelos condrécitos é considerada como
marcadores especificos para cartilagem hialina. Por outro lado, a alteracdo nesse padrdo de sintese
reflete a adaptacéo dessas células a novas situacoes fisioldgicas. Os eventos a que 0s condrocitos séo
sensiveis incluem situacfes mecanicas adversas nas junturas como a imobilizacdo e compressdes
estaticas de grande amplitude bem como situacbes experimentais in vitro como a cultura em meios
unidimensionais por periodos prolongados. A alteracdo no padrdo tecidual em relagdo aos PGs nestas
situacBGes é a acentuada diminuicdo na sintese do aggrecam e estimulo a producdo dos DS-PG.
Muitas dessas alteracbes metabélicas experimentais sdao observadas na patogenia da osteoartrite
(CARBALLO et. al., 2017).

As junturas sinoviais apresentam 0s mesmos componentes anatdmicos e a mesma estrutura
geral entre os correspondentes funcionais nas varias espécies. Por outro lado, ficou demonstrado em
estudos com AC normal de mamiferos que o tecido apresenta grande heterogeneidade morfolégica e
bioquimica. Ele varia em espessura, densidade de células, composicdo da ECM e propriedades
mecénicas dentro da mesma juntura, entre junturas e entre diferentes espécies (KHAN et. al., 2007).

Embora a MEC da cartilagem articular de diferentes vertebrados tenha composi¢do basica
semelhante, a matriz varia na composi¢do e organizacdo, dependendo do peso corporal, postura e
atividade fisica. Estudos realizados com a cartilagem articular de mamiferos (ESQUISATTO,;
PIMENTEL; GOMES, 1997; ESQUISATTO et. al., 2023) e aves (TOMIOSSO et. al., 2005;
RODRIGUES et. al.,, 2005) demonstram claramente estas variacOes. Estas particularidades
demonstram que o padrdo metabdlico dos condrdcitos pode variar de acordo com o estimulo, bem
como 0s mecanismos adaptativos de resposta da matriz cartilaginosa (LIN et. al., 2006).

Neste sentido, estudos envolvendo a caracterizacdo da MEC e a analise comparativa entre os
vertebrados pode contribuir para ampliar o entendimento da biologia dos tecidos conjuntivos e a
possivel proposicdo de novos métodos de reparo em condicdes patolégicas humanas e de interesse
veterinario (GOLDRING et. al., 2006).

A partir desse contexto, os objetivos desse estudo foram descrever a organizagéo estrutural do
tecido cartilaginosos e caracterizar as populaces de PGs presente na cartilagem articular das regides
lateral e medial do tarsometatarso de galinhas jovens adultas.

METODOLOGIA

Reagentes
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Os reagentes analiticos, o condroitim-sulfato (CS) de cartilagem de baleia, o dermatam-
sulfato (DS) de pele de porco, o heparam-sulfato (HS) de intestino de porco, a glucuronolactona e
albumina bovina (BSA) foram adquiridas da Sigma-Aldrich®. DEAE-Sephacel, Sephadex G-75 e o
padrdo de peso molecular foram comprados da Bio-Rad®. Os softwares utilizados estes trabalhos
foram licenciados de Microsoft Windows®. Os anticorpos primarios: anti-decorina humana
(ab137508) e anti-fibromodulina humana (ab267465) e anticorpos secundarios especificos marcados
(ab6789) foram adquiridos da ABCAM®.

Material Bioldgico

Cartilagem articular fresca foi extraida da epifise proximal do tarsometatarso de quinze
galinhas com 45 dias de idade, recém abatidas, da raca Hyline obtidas em abatedouro comercial da
cidade de Jaguaritna/SP. A criacdo, manutencdo, transporte e critérios de abate dos animais
seguiram as normas previstas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria e da Secretaria Estadual
de Agricultura do Estado de Sao Paulo. A superficie articular da epifise proximal do tarsometatarso
foi dividida em regides lateral (TMTI) e medial (TMTm).

Os fragmentos da cartilagem articular das duas regies foram colocados em solucdo fixadora
para posterior analise estrutural (cinco animais) ou congelados a -20°C para analise bioquimica (dez
animais). A cartilagem articular saudavel apresentava coloracao branca e aspecto cristalino liso.

Anéalise estrutural

Os fragmentos de cartilagem das duas regides foram fixados em paraformaldeido 4% em
tampdo Millonig, pH 7,4, por 24h e depois processados para inclusdo de rotina em parafina
Histosec/Paraplast Plus (Merck). Secdes de 7um de espessura foram cortadas tangencialmente a
superficie articular e coradas pelas solugdes aquosas de Azul de Alcian 1% em &cido acético 3%, pH
2,5 e Xylidine-ponceau 0,1% em 4&cido acetico 3%, pH 2,5. Os cortes foram analisados e
documentados em fotomicroscopio Zeiss utilizando campo claro e luz polarizada. Neste Gltimo, a
birrefringéncia é obtida posicionando o polarizador e o material em um &ngulo de 45° entre ambos.

Extragéo dos componentes da ECM

A cartilagem obtida (1g) de cada regido foi fragmentada em pedacos com aproximadamente 1
mm? e tratados com 15 volumes (peso/volume) de cloridrato de guanidina 4M em tampao acetato de
sodio 50 mM pH 5,8 contendo EDTA 10mM e PMSF 1mM. A solubilizacdo das moléculas a partir
do tecido foi realizada por 24h a 4°C sob agitacdo. O extrato foi separado do tecido residual por
centrifugacdo a 4°C a 18.000 rpm por 15 min em rotor Beckman JA-20.

Quantificacao dos componentes solubilizados

O conteldo proteico total foi determinado pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976)
utilizando BSA para padrdo. Os PGs foram quantificados pelo contetdo total de acido urénico (UA)
(DISCHE, 1947) e por meio de glicosaminoglicanos sulfatados (GAG) — Método DMMB
(FARNDALE et al., 1986) utilizando glucurolactona e CS como padrdes, respectivamente.

Analise cromatografica e eletroforética dos LPGs

Os LPGs extraidos foram fracionados em coluna de gel filtracdo Sepharose CL-4B (2 x 120
cm) equilibradas no mesmo tampdo utilizado para extracdo. A coluna foi eluida com 20mL/h do
tampdo de extracdo e amostras de 2,0mL foram coletadas e monitoradas pelo método do DMMB. As
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amostras eluidas da coluna foram precipitadas com nove volumes de etanol a 4°C por 24h e
novamente lavadas em etanol para completa remogdo do tampdo de extracdo. Essas aliquotas foram
entdo incubadas em tampdo Tris-acetato 10mM pH 6.8 contendo EDTA 10mM e sulfito de sdédio
250mM em glicerol 40% durante 10min em agua fervendo. Essas amostras foram entdo submetias a
eletroforese em gel de agarose-poliacrilamida (0,6/1,2%) no mesmo tampdo a que foram
solubilizadas durante 18h a 4°C e 50V. Os géis ap6s a corrida foram imediatamente corados com
solucdo de Azul de Toluidina (AT) 0,02% em acido acético 3% por 5 min e documentados. A
migracdo das moléculas foi comparada com o padrdo CS.

Analise cromatografica e eletroforética dos pequenos PGs (DC e FM)

Para obtencdo dos pequenos PGs, aliquotas do extrato foram dialisadas contra 100 volumes
(2x) do tampao Tris-HCI 20mM pH 7.4 contendo Uréia 7M e submetidas a coluna de DEAE-
Sephacel (3mL) equilibrada no mesmo tampdo. Apdés a aplicacdo da amostra a coluna foi lavada
com 5 volumes de tampéo para remocao do material ndo-ligado. As moléculas ligadas foram eluidas
com gradiente de NaCl de 0-1,5M no mesmo tampdo. O material eluido foi monitorado pela
absorbancia em 280nm. Aliquotas das fracOes eluidas apds gradiente foram precipitadas com nove
volumes de etanol a 4°C durante 18h e solubilizados em tampé&o Tris-glicina 25mM pH 6,8 contendo
0,01% de azul de bromofenol e 2% de SDS na presenca e auséncia de 0,2 % [3-mercaptoetanol. Estas
amostras foram entdo analisadas em gel de poliacrilamida (gradiente 4-16%) segundo ZINGALES e
colaboradores (1984) A corrida ocorreu durante 3h30min a temperatura ambiente sob corrente de 30
mA. Apds a corrida os géis foram fixados em metanol 40%, acido acético 8% e corados pelo método
da prata (BLUM et al., 1987). Apds isso, os géis foram tratados com a solucdo de metanol/glicerol
(40/5%) por 18h e documentados para analise da Massa relativa aparente (Mr) utilizando padréo de
peso molecular conhecido.

Immunoblotting

Aliquotas das fragdes contendo os pequenos proteoglicanos (FM e DC) foram submetidas a
nova eletroforese em mini-gel de poliacrilamida (7,5%) em tampdo ja descrito acima e transferido
para membrana de nitrocelulose. The western blotting foi feito segundo descricdo de TOWBIN,
STAEHELIN, GORDON (1979). Anticorpos anti-FM e anti-DC foram usados na dilui¢cdo 1/100. A
deteccdo da interagdo foi feita com anticorpos secundarios marcados com peroxidase e revelados
com diaminobenzidina (DAB).

Analise cromatografica e eletroforética dos glicosaminoglicanos (GAGS)

Amostras de extratos de duas regides foram precipitadas com nove volumes de etanol durante
24h a 4°C. O precipitado foi tratado com NaOH 0,05M a 4°C durante 18h para liberagdo das cadeias
de GAG do esqueleto proteico dos PGs (B-eliminacdo). Apds esse procedimento as amostras foram
novamente precipitadas com etanol e suspendidas em agua destilada. Para analise qualitativa dos
GAGs, aliquotas foram submetidas a eletroforese de agarose (0,6%) em tampéo propileno-diamino
20.mM pH 8,6 segundo DIETRICH & DIETRICH (1976) e comparadas com o padrdo de migracao
de moléculas conhecidas. A avaliacdo do tamanho das cadeias de GAGs foi feita pelo fracionamento
em coluna de Sephadex G-75 (2 x 12 cm) equilibrada em salina (NaCl 0,15M). A coluna foi eluida
com 10mL/h de salina e amostras de 1 mL foram coletadas e monitoradas pelo método do DMMB.
Aliquotas das fragdes eluidas da coluna foram precipitadas com etanol e dissolvidas em tampéo
barbiturato de sédio 20mM pH 8,6 com glicerol 40%. Essas amostras foram submetidas em seguida
a eletroforese em gel de poliacrilamida (6%) no mesmo tampdo durante 1h30min com 100V a
temperatura ambiente. Apds a corrida os géis foram imediatamente corados com solucdo de AT ja
descrita anteriormente. A migracéo das cadeias de GAGs foi comparada ao padréo CS.
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Andlise Estatistica

Os dados quantitativos entre as amostras das duas regifes da cartilagem articular foram
comparados pelo teste t de student. As diferengas foram consideradas ao nivel de significancia de
5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Andalise estrutural

O exame das sec¢des coradas com Azul de Alcian das regies TMTIl e TMTm por microscopia
de campo claro (Figura 1A - D) demostrou que a area central da superficie articular é ocupada por
cartilagem hialina e a periferia apresenta componentes fibrosos correspondentes a feixes de colageno
associado & material metacromatico (fibrocartilagem). A regido TMTI parece apresentar maior
metacromasia na regido central (Figura 1A) em comparacao a regidao medial (Figura 1C). As duas
regides apresentaram semelhancas quanto a intensidade da metacromasia na matriz pericelular dos
condrdcitos (area central) e fibrocondrdcitos (periferia).

Figura 1. Micrografias de cortes transversais da cartilagem articular do tarsometatarso (TMT) no tornozelo de galinhas
Hyline com 45 dias de idade. Em A e B, detalhes da regido lateral do TMT e em C e D da regido medial. A cabega da
seta aponta para a reacdo basofilica da matriz extracelular. O asterisco indica regido de fibrocartilagem na regido
superficial da cartilagem articular. O circulo sélido mostra a cartilagem hipert6fica e o quadrado sélido marca a regido de
transicdo entre 0 menisco e a cartilagem articular. Técnica: Azul de Alcian. As barras indicam as dimens6es.
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Fonte: Proprio autor.

A analise desses mesmos cortes por microscopia de luz polarizada (Figura 2A - D) mostrou
fibras com birrefringéncia acentuada na periferia da superficie articular (fibrocartilaginosa),
sugerindo que estavam organizadas e orientadas preferencialmente paralelamente ao sentido antero-
posterior das regides lateral e medial do tarsometatarso. Além dessas fibras, havia fibrilas dispostas
obliquamente ao eixo antero-posterior na regido central da superficie articular.

5



o "8
Qe x a

REVISTA o, o8 @
ENSAIOS PIONEIROS
) Cb..{

UNIVERSIDADE SAO0RRANCISCO.

Revista Cientifica da Rede Pioneira | USF | FHO | UNIFEOB
ISSN 2595-3443

Figura 2. Micrografias de cortes transversais da cartilagem articular do tarsometatarso (TMT) no tornozelo de galinhas
Hyline com 45 dias de idade. Em A e B, detalhes da regi&o lateral do TMT e em C e D da regido medial. A cabeca da
seta aponta para a reacdo acidofilica da matriz extracelular (fibras de colageno). O asterisco indica regido de
fibrocartilagem na regido superficial da cartilagem articular. O circulo s6lido mostra a cartilagem hialina e o quadrado
solido marca a regido de transicdo entre 0 menisco e a cartilagem articular. Técnica: Método Xylidine-ponceau analisado
em campo claro (A e C) e sob luz polarizada (B e D). As barras indicam as dimensdes.

Fonte: Préprio autor.
Quantificacdo dos componentes da MEC

O total (em mg/mL) de proteinas, acido urénico e glicosaminoglicanos sulfatados (GAGSs) foi
determinado dos extratos de TMTI e TMTm (Tabela 1). Ndo houve diferenca significativa no
contetdo de proteinas e GAGs entre as regides. Contudo, em consideracdo ao AU, a quantidade foi
significativamente mais elevada em TMTI.
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Tabela 1. Determinagdo do contelido de proteinas totais, acido urdnico (UA) e glicosaminoglicanos sulfatados (GAGS)
das regides lateral (TMTI) e medial (TMTm) da cartilagem articular do tarsometatarso de galinhas Hyline com 45 dias de
idade. A quantificacdo foi feita a partir dos extratos Gu-HCI de tecido fresco. O asterisco indica valores

significativamente diferentes ap6s teste t com 5% de nivel de significancia.

Regides
Dosagem TMTI TMTm
Proteina total
(mg/mL) 1,12+0,21 1,07 +0,13
Acido Urénico (*)
(mg/mL) 0,56 + 0,09 0,38+ 0,04
GAGs sulfatados
(mg/mL) 1,27+ 0,34 1,25+ 0,05

Fonte: Proprio autor.

Grandes proteoglicanos (LPG) e GAGs soluveis ao Gu-HCI

Os LPGs foram obtidos a partir de amostras submetidas a cromatografia de gel filtracdo em
Sepharose CL-4B e analisadas em gel de agarose-poliacrilamida (Figura 3A - D). Em TMTm, os
LPGs apresentam maior Mr, pois foram eluidos com 0 Vo menor (B) e apresentaram migragdo menos
polidispersa em gel de eletroforese (D). J& os LPG de TMTI foram eluidos com Ka= 0.08 (A) e a

migracdo em gel foi mais polidispersa em relacdo ao TMTm (C).

Figura 3. Cromatogramas resultantes apds a gel filtragdo em Sepharose CL-4B dos extratos totais das regides TMTI (A)

e TMTm (B) da cartilagem articular do tarsometatarso de galinhas Hyline com 45 dias de idade. A absorbancia foi
medida a 526nm. Vo — volume vazio; Vt — volume total. Eletroforese em gel de agarose-poliacrilamida das fracoes

eluidas da coluna dos extratos totais das regides TMTm (C) e TMTI (D). Padréo: CS — Condroitim-sulfato com Mr em
torno de 40 kDa.
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(®) (D)
Fonte: Proprio autor.

A caracterizacdo dos GAGs foi feita apds R-eliminacdo das amostras do extrato total. A
eletroforese em gel de agarose em tampdo propileno-diamino demonstrou que o condroitin-sulfato
(CS) € o principal glicosaminoglicano presente nas duas regides (Figura 4).

Figura 4. Eletroforese em gel de agarose com tampdao propileno-diamino dos extratos das regiées TMTIl e TMTm da
cartilagem articular do tarsometatarso de galinhas Hyline com 45 dias de idade . Padrdo: CS — condroitim-sulfato, DS —
Dermatam-sulfato.

A eluicdo das cadeias de glicosaminoglicanos no Vo em gel filtragdo utilizando Sephadex G-
75 demonstrou que a Mr das cadeias é semelhante. Esse dado foi confirmado em gel de
poliacrilamida, quando as moléculas apresentaram peso molecular ao redor de 40 kDa (Figura 5).
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Figura 5. Cromatogramas resultantes apos a gel filtragdo em Sephadex G-75 dos extratos totais, apds B-eliminacdo, das
regides TMTI (A) e TMTm (B) da cartilagem articular do tarsometatarso de galinhas Hyline com 45 dias de idade. A
absorbancia foi medida a 526nm. Vo — volume vazio; Vt — volume total. Eletroforese em gel de poliacrilamida utilizando
tampdo barbital das fracbes eluidas da coluna dos extratos totais das regides TMTI (C) e TMTm (D). Padrdo: CS —
Condroitim-sulfato com Mr em torno de 40 kDa.
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Caracterizacéo dos pequenos PGs (FM e DC)

Para identificacdo dos pequenos PGs, os extratos de TMTI e TMTm foram fracionados em
coluna de DEAE-Sephacel. O padrdo cromatografico para as duas regides foi similar (Figura 6A - B)
com 0s picos correspondendo a proteinas e GAGs sulfatados, eluidos com 0.37 e 0.48 M de NacCl,
respectivamente. O material eluido pelo gradiente foi analisado em SDS-PAGE, gradiente de 4-
16%. Foram observadas bandas entre 250 e 16 kDa para as duas regides (Figura 6C - D). Em
condi¢des ndo-redutoras sdo observadas, com destaque, bandas com 230, 220, 180, 75 e 59 kDa.
Essas moléculas foram eluidas com molaridade entre 0.2 e 0.4 M. Na presenca de agente redutor as
trés bandas de maior peso desaparecem intensificando a de 59 kDa.
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Figura 6. Cromatogramas dos extratos totais das regibes TMTI (A) e TMTm (B) da cartilagem articular do
tarsometatarso de galinhas Hyline com 45 dias de idade ap6s fracionamento em coluna de troca idnica DEAE-Sephacel.
A absorvancia foi medida a 280 nm. A seta indica o inicio do gradiente de NaCl 0-1,5 M (G). Eletroforese em gel de
poliacrilamida com SDS das fra¢des eluidas da coluna dos extratos totais das regies TMTI (C) e TMTm (D). Padréo: CS
— Sulfato de condroitina com Mr em torno de 40 kDa.
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Fonte: Préprio autor.

Ensaios imunoldgicos, usando anti-FM, mostrou reacfes positivas para 0s componentes com
230, 220, 180 e 59 kDa (Figura 7A). Outro ensaio, utilizando anti-DC, foi realizado (Figura 7B).
Este Gltimo mostrou reatividade positiva para a molécula com migracéo polidispersa ao redor de 75
kDa.
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Figura 7. Reagdo por immunoblotting para Fibromodulim (A) e Decorim (B) ap6s eletroforese em SDS-PAGE. A tira de
nitrocelulose foi tratada com anticorpos primarios: anti-fibromodulim (ABCAM, ab267465) e anti-decorim (ABCAM,
ab137508). Em seguida, as reagdes foram reveladas utilizando anticorpos secundarios marcados (ABCAN, ab6789) para
reacdo com diaminobenzidina. Seta: reacéo positiva para Decorim.

(A) (B)

Fonte: Proprio autor.

As propriedades bioldgicas e mecénicas da cartilagem articular dependem do arranjo tecidual
e das interagdes mantidas pelos condrécitos e a matriz que sustenta o tecido (GOLDRING et al.,
2006). Durante o processo de desenvolvimento o tecido cartilaginoso apresenta continua
remodelagdo. Os condrocitos degradam e sintetizam macromoléculas da matriz dependendo do
estimulo a que sdo submetidos (KHAN et al., 2007). Dentre estes estimulos destaca-se a acdo de
forcas mecénicas (CHEN et al., 2013). Diversos experimentos tém mostrado que a sintese de
moléculas da MEC pelos condrdcitos reflete o nivel de atividade e a carga a que as junturas sdo
submetidas (SLOWMAN, BRANDT, 1986; VISSER et al., 1994; KIM et al., 1994 SCOTT,
PANITCH, 2013).

Dentro das classes de vertebrados, as principais articulagbes apresentam diversas
modificagcdes estruturais que permitiu aos animais se adaptarem as diversas situagdes posturais e de
movimento. Mesmo apresentando complexas rela¢cbes mecanicas durante o movimento, pode-se
relatar varios exemplos de analogia estrutural entre junturas de diferentes classes de vertebrados
(BARNETT, 1954; MEYERS, 2019).

No presente estudo, a cartilagem articular do tarsometatarso de galinhas jovens adultas foi
analisada com objetivo de se determinar diferencas na organizacdo da matriz extracelular com
relacdo a diferentes regides da mesma superficie articular. Funcional e estruturalmente esta juntura é
comparada ao joelho de mamiferos (BARNETT, 1954). Em ambas as junturas, é observada
estruturas cartilaginosas (“meniscos”) que se interpde entre as superficies articulares. No entanto, na
galinha, analisado aqui, ha apenas menisco sob a superficie lateral do tarsometatarso enquanto
medialmente 0 mesmo se apresenta fundido a superficie articular. Sob estas condi¢des a organizacao
da MEC reponde as demandas funcionais por meio da adaptacdo da cartilagem articular (KHAN et.
al., 2007).

Para avaliar a suceptibilidade do tecido a acdo de agentes caotropicos, foram quantificados o
contetdo de proteinas, acido urdnico (AU) e glicosaminoglicanos sulfatados (GAGSs). A regido
TMTI apresentou maior contetdo de AU. Contudo, nenhuma diferenca significativa foi encontrada
entre os outros parametros. No entanto, foi observado uma caracteristica interessante entre as regides
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quando se observa a razdo entre o conteddo de GAG e AU. A regido TMTm parece apresentar PGs
mais sulfatados.

Essas diferencas regionais demonstram a heterogeneidade na populacdo de condrdcitos nas
diferentes regides analisadas. A variabilidade na resposta metabolica, que se reflete pela acdo do
agente de extracdo, € um fendmeno diretamente relacionado a atuacdo de forcas mecanicas
(ESQUISATTO; PIMENTEL; GOMES, 1997; ESQUISATTO et. al., 2023; LITTLE, GHOSH,
1997; RODRIGUES et. al., 2005; TOMIOSSO et. al., 2005).

Além disso, a avaliacdo qualitativa dos extratos quanto a populacdo de proteinas e
proteoglicanos sollveis detectou outras variacdes topograficas entre as regides. Os LPGs foram
avaliados em relacao ao padrdo de eluicdo em cromatografia de gel filtracdo e padrdo de migracao
em gel de agarose-poliacrilamida. As moléculas analisadas da regido TMTm apresentaram uma Mr
aparentemente maior que TMTI. O padrdo de migracdo em gel foi mais polidisperso e extenso para
TMTm em relacdo a TMTI. Estas observacBes sugerem que a sintese dessas macromoléculas difere
entre as duas regides. Estas variacdes devem estar relacionadas a quantidade de cadeias de GAGs
ligadas ao esqueleto proteico dos PGs.

Os GAGs, por outro lado, ndo apresentaram variagdes qualitativas. O GAG predominante em
ambas as regides foi o condroitm-sulfato e suas cadeias polissacaridicas apresentaram Mr ao redor de
40 kDa. Estes fatos parecem indicar que as diferencas no comportamento dos PGs se referem
provavelmente as variaces no grau de sulfatacbes dos GAGs ligado ao esqueleto proteico.

A expressdo dos pequenos PGs FM e DC parece ndo se alterar entre as duas regides.
Contudo, o FM ¢é detectado em formas que se assemelham a agregados triméricos e talvez
tetraméricos. Estes agregados s@o reconhecidos pelo Ac anti-FM em ambas as regides e desaparecem
quando as amostras sdo tratadas com agentes redutores.

Este comportamento foi originalmente detectado “in vitro” por LIU et al. (1994) e
posteriormente em extratos obtidos de cartilagem articular de boi (GOMES et al., 1996). Muito
pouco se sabe a respeito dos aspectos funcionais desses agregados na matriz cartilaginosa. Contudo,
eles sdo obtidos preferencialmente de regiGes submetidas a compressdao dindmica durante o
movimento da juntura.

Todos os dados observados neste estudo vém confirmar a agdo das cargas mecénicas sobre a
organizagdo da matriz. Em junturas normais, esses efeitos foram intensamente avaliados em
mamiferos (SCHNEIDERMAN, KERET, MAROUDAS, 1986; SLOWMAN, BRANDT, 1986;
ROBERTS et al.,, 1986; KIVIRANTA et al., 1992). Nestas condicBes, as células das regides
submetidas a uma intensidade de carga apresentam organelas hipertroficas e um volume
citoplasmatico aumentado, que esta associado ao aumento da taxa metabdlica (EGGLI, HUNZIKER,
SCHENK, 1988).

Por isso a dependéncia metabdlica dos condrécitos da acdo de forcas mecénicas se torna mais
evidente em experimentos onde animais sdo treinados ou apresentam seus membros imobilizados
(KIVIRANTA et al., 1992). O metabolismo das macromoléculas da matriz nestas condicOes se
altera, variando do aumento do grau de sulfatacdes dos GAGs até maior deposicdo de PGs em
compressdes dindmicas (SAH et al., 1992). Por outro lado, a imobiliza¢do da juntura esta associada a
perda progressiva dos PGs da matriz cartilaginosa (PALMOSKI, PERRICONE, BRANDT, 1979;
JURVELIN, HELMIN, LAURITSALO, 1985; SOMANEN et al., 1987).

Embora os eventos intra e extracelulares estejam associados (URBAN, 1994), pouco se sabe
a respeito dos mecanismos de transmissdo de sinal ligados a eles. No entanto, alguns fenémenos
celulares como a associagédo e dissociacdo do citoesqueleto, exocitose, sintese proteica e transporte
de membrana sdo sensiveis a variacao de carga mecanica (HALL; URBAN; GEHL, 1991) e podem
explicar as diferencas no padrdo de sintese dos condrocitos.
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CONCLUSAO

Diante dos dados observados, foi possivel concluir que a cartilagem articular da superficie
articular do tarsometatarso de galinhas adultas jovens apresenta organizagdo estrutural e resposta
tecidual diferenciada em resposta as demandas funcionais especificas, similar a observada em
mamiferos em condigBes biomecénicas similares. No entanto, mais estudos sdo necessarios para
avaliar a resposta desse tecido as condi¢Ges experimentais ja aplicadas em modelos experimentais
envolvendo junturas sinoviais de mamiferos.
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